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4 dohanymozaikvirus lényeges valtozésokat okoz a
gazdandvény anyagcseréjében, amelyek egyik gydkerét a
fertOzés kovetkeztében mbdosult fehérje és nukleinsav
anyagcserében kell keresniink.

A nukleinsav anyagcserében lényeges szerepet jétsza-
nak a kiildnb0zC specificitasu nukleazok, és a virus je-
lenléte miatt létrejdvd biokémiai valtoziasok kdziil az
egyik legszewmbetlinlbb a gazda Sssznukledz aktivitésinak
a megndvekedése, Ezért kisérleteink egyik céljaként ennek
a jelenségnek az elemzését tilztik ki.

Mivel munkacsoportunk korabbi eredményei alapjén ki-
deriilt, hogy a n&vényi nukledzok tanulményoziséra az egyik
legalkalmasabb objektum a zab primer levele, elGszdr e nd-
vény nukle&zainak a jellemzését, tisztitds&t akartuk be-
fejezni. E rendszer ismeretében kdnnyebbnek tiint a dohdny-
levél nukledzainak a tanulményozasa, kiildnds tekintettel
azok szerepére a virus fertdzés utani nukleinsav anyagcse-
re megvaltozaséban.

M&sfelGl fontosnak latszott, hogy a lebontist végzs
enzimek vizsgélat&val parhuzamosan megnézziik, miképpen a-
lakul a nukleinsavak, elsfsorban a riboszomélis RNS-ek
szintézise a virusfertbzést kdvetfen. Igy kisérleteink mé~
sodik felében erre a probléméra Gsszpontositottuk a figyel-
miinket.



I.

ELMELETI RESZ

A,

a/ A dohanymozaikvirus ijellemzése

A dohanymozaikvirus az egyszeril felépitééﬁ, kis méretil
névényi virusok csoportjaba tartozik. A 280 nm nagységu,
pé&lcika alaku részecskét egy egyes szé&lu RNS molekula, és
a helikalis szimmetria szerint kdréje rendezfdétt, monome-
rekb®l &116 fehérjeburok alkotja.

A 2x106d nagységu RNS a ndvényi sejtbe jutva kettds
funkciot lat el. Egyrészt a sajiat reprodukcidjahoz mintéul
szolgdl, mésrészt mRNS-ként ir&nyitja a virus specifikus fe-~
hérjék szintézisét.

Szerkezetérol ismert, hogy 3'végén CCAOH-val végzodd,
tRNA~-hez hasonld, hisztidin akceptor aktivitast mutatd szek-
venciat tartalmaz [33/. Az utolsd 71 nukleotid szekvenciaja
ismeretében [18/ azonban nem sikeriilt valészinlsiteni a
transzfer RNS—ekre jellemzd térszerkezet kialakulaséat /58/.
Az RNS bakteriofdgok 3’'végét szintén CCAOH alkotja, mig az
dllati RNS virusok poly/A/ szekvencidval végzddnek, amit a
dohé&nymozaikvirus esetében nen sikeriilt kimutatni /17, 54/.
5'vége m7Gpp95'Gp végesoportot visel [68/, ami az allati
virus és emlSs mRiS—-ek jellemzlje.

Az RNS kb. 200 000 d fehérje kdédolaséhoz elegendd in-
formécidét hordoz, a szerkezeti fehérje molekulasulya ellen~

ben mindtssze 17 000 d. FeltehetbSen a tobbi rész az KNS rep-



likécidjahoz szilkséges fenérjét koédelja. Ezt tamasztja ala,
hogy a fertdzbtt levelekben és protoplasztokban a virus RNS
megjelenésével parhuzamosan, a szerkezeti fehérjék szinté-
zise e15tt kimutathatd egy nagy molekulasulyu /(135 GO0 -

185 000/ fenhérjelk/ /66,52,46/, valamint, hogy sikeriilt fer-
tozott levélbdl izoldlni DMV-BRNS fliggd, RNS-t szintetiz&ld
enzimet /65,53/.

"Az RNS replikacidéja dupla szélu replikativ forma [RF/
és replikativ intermedierek [RI/ képzGdése révén tdrténik,
valészinilileg citoplazmatikus membranckhoz kétdtten [25, 26,
43/.

A fehérjék szintézisének a pontos mechanizmusa new
tisztdzott. BEgyes szerzlk véleménye szerint [46/ a picorna
virusoknal leirthoz hasonldan, az RNS_monocisztronos messen—
gerként irddik &t, mig mésok az RNS bakteriofégoknal meg-
figyelt, policisztronos messenger regulalt transzl&cidjiat
feltételezik [/52/. A fehérjeszintézis a citoplazmatikus, 805
riboszbémékon tdrténik, miként erre a cikloheximid gatlasbél
és a kloramfenikol érzéketlenségbdl kiévetkeztetni lehet/65,
37/.

A DMV részecskék kialakulasénak a helyéiil kezdetben a
sejtmagot és a kloroplasztokat jeldlték meg, majd a fejlet-
tebb elektronmikroszkdpos és részletesebb biokémial jellem~
zés elvetette ezt az elképzelést, Ma mir tudjuk, hogy leg-

alédbbis a "vulgare” és a "flavumfv"DMV-tdrzsek esetében az
uj virus a citoplazmaban képzGdik [43/.



A fentiekb8l lathatd, hogy a DMV felépitése, szapo-
rodasi mddja bizonyos vonatkozésban az RNS bakteriofdgok~-
hoz hasonldé, mig mé@s tekintetben az &llati RNS virusokkal

visel kiz0s jegyeket.

b/ A dohénymozaik virus és a gazda kapcsclata

A virus tipikus gazdantvénya a dohény, de a Sclanaceae
csaléd tdbbi tagjat és még 24 csalad mas fajait is képes
fertdzni.

A virusfertzés két tipusa killtnbdztethetd meg:

la/ Szisztemikus fertdzés

Az elsCdlegesen inokulélt levélbdl a virus a szal-
litdnyal@bok és a sejtek kdzdtti Osszekitetések
révén a ndvény minden levelébe eljut. A felsC le-
veleken kétféle tilinet alakulhat ki, aszerint, hogy
azok milyen id0sek a virussal vald talalkozéaskor.
Ha az alsd levelek inokulédlasakor a felsd levél
1.5 cm~nél nagyobb, "vein-clearing” szimptoma,

az 1.5 cm-nél kisebb, illetlleg a késlbb fejlddd

leveleken viszont mozaikos szimptoma jn létre.

felsd levél

az alsd szimptoma
inckulédléasakor
sfirga szigetek
0.5 cm mozaik negjelenése
1.5 cm "vein-cleaging” az erek mentéa

elsérgulés



/o] hiperszenzitiv reakcid
Az inokuldlt levelek sejtjei a virus szaporodasénak
a kivetkeztében elhalnak, é&s nekrotikus lézidk kelet-
keznek. A virus nem terjed tovébb, és csak az inoku-
lalt levelek maradnak fertOzOttek. A 162i0k széma ara-
nyos a sejtbe jutott virussal, igy annak mennyiségi

mechatirozéséra alkalmas.

Kezdetben a virusfertSzés sajatossagait csak €p ndvényen le-
hetett tanulmanyozni. Ennek két legflbb héatrénya, hogy nem
lehetett a sejteket szinkron fertdzni, és nagyon nagy a
fertGzetlen sejtek okozta hattér. Késobb lehetlvé vailtg,
kallusz és sajtkulturak fertdzése, de a nagy &ttdrést a pro-
toplasztok felhaszndlasa fogja jelenteni.
A DMV-fertozés legfontosabb, sajdtos vonadsait a kovet-
kezGkben foglalhatjuk Ossze: '
la/] a sikeres fertOzés ellfeltétele a levél feliletének
a beddrzsdlése., Valdszinl a kutikula réteg ¢s a
sejtfal sériilése nélkil a virus nem tud a sejtekbe
bejutni.
/b] a fertSzés hatdsfoka igen rossz, optimélis kOril-

4--105 részecske szilkséges a ki-

mények kozdtt is lo
valtéaséhoz sejtenként. Az alacsony efficiencia
oka nem ismert, é&s killdnds, hogy a protoplasztok
fertbzésekor is hasonldé [57/.

/c] A rossz fertlzési hatasfok ellenére valdsziniileg

egyetlen részecske szilkkeéges a fertbzéshez [ezt a

plague~assay matematikai elem@ése mutatja/.



2. & fLextfzgs _okogta pigkgmiai yaltgzisgk_a_gazdaz
gzgryezetben,
A virusfertOzést kivetd valtozasck, egészen leegysze-
riisitve, két dologra vezethetlk vissza.

- & virus a sajat reprodukcidjahoz a gazda RNS &s fehérje
szintetiz&ld rendszerét hasznalja fel, igy a gazda kdaro-
sodéasét kivalthatja a korébban szintetiz&lddott nuklein-
savaknak és fehérjéknek, vagy a virus &ltal felhaszndlt
prekurzoroknak a hiénya.

- A wvirusnak, mint idegen strukturanak, nukleinsavnak és
fenérjének a jelenléte citopatikus [Jtehdt indirekt/ el-
valtozésokat okozhat, de esetleg kiildnb$zd biokémiai fo-~
lyamatokra kizvetleniil gatlsé vagy serxrkentl hatést is fejt-

net ki.

A DiV-gazda rendszer elizlleg emlitett jellemzli mellett a
gazda szervezet felépitése is nehezitette a fertizés kdvet—
kezményeinek a részletes biokémiail elemézését. Az eddiy meg—
figyelt jelenségek azt mutatjak, hogy a fertlzésnek altala-~
nos kisérdje a szintetikus folyamatoknak a lelassulésa, ille-
tGleg a lebontisi reakcidknak a fokozddisa. [A fotoszinté-
2is sebessége, a léygzés intenzitdsa, bizonyos enzimek akti-
vitisa fokozddik pl. polifencloxidaz, ribonukledz/.

Mivel az anyagcserében kulcsfontossigu szerepet tdlte-
nek be a nukleinsavak €és a fehérjék, a fertzés utani jelen-

ségek mégértése szempontjadbdl ddnts, hogy miként valtozik



meyg ezeknek a makromolekuldknak a szintézise, illetaleg
a lebontésa. Ennek ismerete a fertlOzéssel jard tébbi fo-
lyamat értelmezéséhez is nagyon fontos témpontot és kiin-
dulési alapot jelenthet.

A doh&nymozaikvirushoz hasonld szerkezetd RNS Lakterio-
fagok és allati RNS-virusok nagy részénél a fertdzés kez-
deti eseménye a gazda RNS és fehérjeszintézisének a ledlli-
tasa. |

Az RNS bakteriofdgok koziill az R 17, R 23, ZIK/1l fertd-
2és esetén a bakteridlis fehérje és rkNS képzddésének a
nagyfoku gatiasat figyelték meg [10,22,60,69/. Hutansokkal
végzett kisérletek alapjén ugy tiinik, hogy kildnbdzd uta-
kon térténhet a rRNS szintézisének a blokkclésa. Egyes ki-
sérletek arra mutatnak, hogy a gétlishoz szllkséges a virus
pelimeriz képzGdése [56/, mig méskor olyan esetben is ki
tudtdk mutatni, amikor UV-sugérzott faggal, vagy EDTA je-
lenlétében [gatolja a fag bejutisét] végezték a fertlzést
160,69/,

A picorna virus - a DMV-hoz hasonld felépitésii allati
RNE virus - fertfzés is dramaian megvdltoztatja a gazda
rRNS szintézisét. Itt is tbbbféle mechanizmus révén vald-
sulbat meg a rRNS szintézis gatlésa. Egyrészt megfigyel-
ték, hogy a virus a 455 rRNS prekurzor képzidésének a csdk-
kenését ckozta, de interferdlt a riboszdma képzldés késthb-
bi lépéseivel is, amit nem lehetett egyszerilen a fehérje-
szintézis gatlas mésodlagos kivetkezményének tekinteni /[/38,9/.



Mivel az RNS szintézis gdtlds nem jdn létre, ha a virust
UV-sugarakkal kezeli, vagy a virus—-fehérjeszintézist meg-
bénitottak, wvaldszinl, hogy az valamilyen virus specifikus
fehérje kdzvetitése révén valésul meg [13/.

Usszefoglalva, a gazda RNS szintézisének lényeges meg-
valtozéasa, valdban a virusfertzésnek egyik déntd kivetkez~
wénye lehet, azonban ennek a mechanizmusa valtozhat, nem-
Csak a kiUlénbdzd virus-gazda rendszerekben, hanem az azo-
nos tipusu virusok csoportjan bellil is.

Mivel a DNES, mint virus sok tekintetben az RNS-bekte~-
riofigokhioz hasonld, gazdédja viszont mint eukariota szer-
vezet az &llati virus-rendszerekkel mutat hasonlésédgot, fon-
tosnak tilint megnézni, hogy a ferttzés korai és egyik elslGd-
leges kdvetkezménye—-e a rRNS szintézis leadlléasa. BEzen kivil
fokozta még a kérdés éxdekességét, hogy egyetlen ndvényi
sejtben mind a bakteriélis /kloroplaszt/, mind az eukaricta
RNS~és fehérje szintetizdld rendszer, legalibbis annak bi-
zonyos elemei, egyidejileg vannak jelen, igy a ndvény-virus
k&lestnhatisnak tbbbféle lehetlsége adott. Mas szerzik ko-
rabbi eredményei is arra utaltak, hogy & ndvényi virusok e-
setén is az egyik legjellenzObb valtozds a rRiNS-ek szinté-
zisének a le&llésa. Ezek a kisérletek azt mutattdk, hogy el-
sOsorban a kloroplaszt rRNS szintézise, és a kloroplaszt ri-
boszémdk fehérjeszintetizild kapacitésa cstkken a ferttzdtt

levelekben /1,2,14,15,16,21,40,45/.

A DMV-fertOzés utén nemcsak a rRNS szintézis le&llasat,

hanem a nukleinsavakat bontd enzimek mikSdésének az egyidejl



fokozbdasat is megfigyelték. Erre kévetkeztetni lehetett
a fokozott nukleinsav degradacidbdl [14/, misrészt kézvet-
lenlil kimutattik a fertOzést kivetfen a ribonukledz akti-
vitéas megndvekedését [11,35/.

Ehhoz, hegy megallapithassuk mi a pontos szerepe a ferts-
zés utdn létrejoévl magas ribonukledz aktivitésnak, ellszdr
weyg kellett ismerniink a dohlny levélben taldlhatd nuklein-
savakat bontd enzimeket.

Munkacsoportunk el%z@ munkdja alapjan kitint, hogy a
ndvényi nukledzok tanulmanyozésira az egyik legmegfelelﬁbb
rendszer a zab primer levele., A zabban 1lévlo enzimek alapos
ismerete lényegesen megkdnnyitette az Osszetettebb dohany-
levél nukleé&zainak a jellemzését., & dohannyal szemben a
zabnak a nukledzok tisztitasa tekintetdben két dontd eld~
nye van:

/al: egyenletesen ndvekvi levelei vannak:;

Jo]. newm tartalmazza a dohanyban nagy mennyiségben je-

lenlév@ polifenclokat.

B.

A zab-levél nukleézai

A fiatal zab levél foszfét-észter kdtést hasitd enzim~

jeinek sajatségait foglaltdk Ossze a korébbi kizlemények [58,
62/.
A fiatal zab levél kivonatidban kimutathatdé savas— lugos fosz-



fodieszteraz, foszfataz és ribonukleéz aktivitas, amelyek
Sephadex G~75 oszlopon végzett kromatogtéfia sorén elva-
laszthaték egyméstél. A kromatogrdfia alapjén kideriilt,
hogy a nyers kivonatban mérhetd ribonukledz aktivitds dén-
tlen eqy, ezen az oszlopon homogén csucsként viselkedd
ribonukleaznak tulajdonithatd. Ezen kivil megfigyeltek 3
minor nukleazt, amelyek a nagyobb molekulasulynak negife-
lel0 tartowmanyban, és igen kis mennyiségben jelentkeztek
az elvalasztas soran.

EZnzimologiai jellemzés soran a £0 ribonukledznak a kdvet-

kezld sajatsagait allapitottak meg:

Endonukleiz, az egyes szdlu RNS é&s ribo-~homopolime-

rek foszfat c¢szter kitéseit hasitja, a hidrolizis termé-
kei 27,3'-ciklikus nukleotidok. Xis mértékben hidrolizal-
ja a purin ciklikus nukleozid-foszfitokat, mig a pirimidin
ciklikus nukleotidokat egyiltalén nem. [Az elSbbiek nagy

feleslegben gatoljék az enzim aktivitasat/.

Az enzim relativ purin-—-specificitist mutat, amit az

alabbi tények tamasztanak ala: a/ a hidrolizis elsd ter-

mékei a 2'3'-GMP és a 2'3'-amP, b/ a homopolimerek kdziil

preferencidlisan hasitja a poli/I/-t és a poli/G/-t,

¢l végtermékgitldst csak a purin ciklikus nukleozid-fosz-

fatok okoznak.

A fentiek alapjéan az enzimet relativ-guanin-specifikus

ribonukleaznak nevezték el, ami Wilson uj csoportositasi-~

ban [/6l1/ a ribonukle&z I. nevet viseld enzimek csoportjé-
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ba tartozik, igy & tovébbiakban zab-Ri&z-I-ként emlitjik.

Az enzimaktivitds szintje megviligitis, a szbvetek sérté-
se, ozmotikus sokk hatdsara nagy mértékben megemelkedik.
Részletesen vizsgdltdk a levél levagisakor létrejovd RNAz
aktivités-ndvekedést. A sértéskor mérhetd, nagyfoku RN&z
aktivitas ugyenannak az enzimnek tulajdonithatd [tiszti-
t&s sorén azonos viselkedés, azonos pH optimunm, ionokkal
szembeni azonos érzékenység/, @és valdszinileg az enziu
szintézisének a fokozddasa okozza. [RNS, illetlleg fehér-
jeszintézis gatldk aktinomicin-b, 8-aza-adenin, purowicin,
Kloramfenikol jelenlétében nem jdn létre az aktivitéé~eme1-
kedés. [3/.

u"

Id0seul levelekben lényegesen megns az egyik "wminor”

nukleaznak a mennyisége, igy hérom hetes zab levél haszna-
latdval lehetOvé valt ennek az enzimnek a tisztitdsa, jel-
lemzése is. Eltérd szubsztrat specificitidsa /DNS-t is hasit/
€s molekulasulya alapjan j61 elkildnithetlS a fiatal leve-
lek £0 ribonukledzatdél, az RNaz-I-tol.

Tulajdonsdgai az alabbiakban foglalhatdk Ossze:

Endonukledz, denaturdlt és nativ DNS-t, RNS-t hidroli-

z&l, a hicdrolizis termékei 5’nukleotidok. Relativ adenin

specificitisdra lehet kdvetkeztetni abbél, hogy a hidroli-

zis elsd termékei 5'AMP ill. 5'dAMP és hogy a homopolime~
rek kdziil preferencillisan a poly/A/—-t hasitja. Az enzim
molekulasulya 33 000, aktivitéséat a Mg alig befolyésolja,
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EDTA, cu't gétolja, zink ionok az RN&z aktivitast gatoljék,

a DN&z aktivitasra nem hatnak.

Wilson osztélyozé&sa alapjén zab nukledz-I-nek nevez-

zilk a korabbi cukorra-nem specifikus nukledz elnevezés he~

1yett I3,l,4;9/.

A zab levél két £0 nukleazénak a tulajdonsagait hason-

iitja Ossze a kovetkez? té&blazat fI. Tablazat/.

I. Téblazat

Ribonukleéaz I. Mukledz I.

RNS RNE,DNS denatw nativ
Szubsztrat ciklikus 273~ 3'nukleotidok

A hidrolizis ter-
mékei

Bazis specificitas
pH optimum

+

I hatéa - Mg
on hatés - EDTA
e

Enzim-szint

ElGforduléasa

nukleozid foszfat

2’3'ciklikus nuk-
leozid foszf&at

G A U C
5.5

gatol
nem hat

fiatal levelekben

5’'purin nukleozid
foszfat

A G U C
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i1idSs levelekben

magas,
sértés hatésdra +
megvilagitasra nd

oldhaté frakcid

nagas

részecskékhez kotdtt
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II.

KISERLETI RESZ

I. Kisérleti anyvagok.

A zabot [Avena sativa/ livegh&zban, homokkulturdban

neveltik,

2 nukleinsav analizishez Nicotiana tabacum L. cv.

"Samsun" dohény ndvényeket hasznéltunk.

A fertlzés 1 mg/ml-es 0.01 M foszfat pufferben
pH = 7 DMV-sal tortént, az alsd 2-3 levél Celite-s beddr-
zs8lésével. A kontrol ndvényeken a hasonld helyzetd levele-
ket, azonosan DMV-mentes pufferrel kezeltiik.

A naukleinsav analizishez a fels?O leveleket hasznaltuk,

amelyek a kiOvetkezl fertOzési tiineteket mutatték:

“Vein clearing" - fertOzéskor a dohany 3-4 leveles &lla-
potban volt, s a tilinetek 3~4 nap mulva
jelentek meg;

“mozaik-szimptoma" - fertbzéskor a dohény 8-lo leveles
volt, és a tiinetek 7-1lo nap mulva val-
tak kifejezetté;

"atmeneti-mozaik" - idGs, néhény hénapos ndvényeken,
£f6leg télen, nagy, éles hatarokkal ké-
rilvett, z6ld foltokkal megszakitott mo-

zaikok fejlodtek ki.

A nukleéz aktivitas vizsgalatit Nicébiana tabacum L., cv.

Xanthi nc. ndvényeken végeztilkk. A fertSzés az ellbbivel azo-
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nos mddon tdrtént azzal a kiildnbséggel, nogy csak a levél

egyik felét inokuldltuk, és a misik felét hasznaltuk kont-
rolként.

II. Kisérleti Mbédszerek

A, A Nukleézok jellemzése

Enzimaktivitas mérések

B e e T

Mértiik a savoldhatd frakcidnak az enzimatikus hidroli-~
zis termékei &altal okozott fényelnyelés ndvekedését, 260 mp
hulléamhossznal. |

A 2 ml reakcidelegy tartalmazott: 3 mg élesztl RNS-t,
100 umcl Na-aceté&t /[pH=5.5/ puffert, 0.1-0.5 ml enzimet.
37°-on, 30 perces inkub&cié utén a hidrolizist 2.5 %-os
TCA~-ban oldott C.3 % LaIN03I3—tal dllitottuk le, a reakcid-
eleggyel azonos térfogatban. Egy Orai hiités utédn a csapadé-
kot lecentrifugdltuk, és a megfelelld higitads utén meghaté-

roztuk a feliiluszd fényelnyelését 260 mp-nal.
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Dezoxiribonukleaz aktivitéds meghatidrozisa

A ribonuklefiz méréshez hasonlbéan végeztilk, azzal az
eltéréssel, hogy szubsztrétként csirkevér RNS~t hasznal-
tunk.

B e e e G D e —t Vi e bow 4 e T 002 Sar pe it B i ke A P +Cn Tk e et S82

A para-nitrofenilfoszfat [pNPP/ hidrolizisekor felsza-
baduldé paranitrofenol abszorbcidjét mértiikk 400 mp hulléam-
hossznédl., A reakcidelegy 100 pmol HNa-Acetat pH=5.5 puffer-
b8l, 1 umol pNPP-bél és megfeleld mennyiségii enzimbdl &allt.
37%-on, 20 perc inkub&lds utén 1 ml 0.3 N NaOH~dal ledlli-
tottuk a reakcidt, majd megfeleld higitas utén mértik a

fényelnyelést 400 mp-nal.

P e T e

A foszfatdz méréshez hasonlban végeztiik, kivéve, hogy
szubsztratként bis-para-nitrofenilfoszféitot /1 pmol/ hasz-
néltunk. A lugos foszfodieszterdz meghatirozasénal a reak-

cidelegy 100 pmol Tris-—HCl, pH=8.8 puffert tartalmazott.

Nukleé&z I. tisztitasa

Haromhetes Avena sativa elsd levelét /40 g/ dbrzs-

mozsarban, kis kvarchomokkal homogeniz&ltuk 0.05 M Tris~
HC1l pH=7.5 pufferben. [Az enzim tisztitéshoz haromszoros

/g/ml/, a nyers kivonatban t8rténd enzimaktivitas mérés-



hez tizszeres aranyban/. A szdvetkivonatot négy réteg gé-
zen atsziirtiikk, majd 30 percig, 10 000 g-vel, 4°c-on cent-
rifugdltuk, A felililuszét szildrd ammdniumszulfittal 80 %~
ig telitettilk, és hérom 6rai &llas utén centrifugdltuk /
80 00 g, 15 min/. A fehérje csapadékot 0,01 M Tris-HCl
pi=7.5 pufferben [3 ml/ oldottuk és 2.4 cm x 100 cm Se-~
phadex G-75 oszlopra rétegeztiik, majd a fehérjéket ugyan-
ezzel a pufferrel eludltuk. /A kromatografiat szobahOmér-
sékleten végeztiik/. Néztilk a frakcidk fehérje tartalmit,
valamint meghatiroztuk a ribonukleé&z, dezoxiribonukleaz,
foszfatéz, lugces és savas foszfodieszteréz aktivitast.

A DNaz és RNaz aktivitést egyarént mutaté frakcidkat Ossze-
gyiijtdttik, és 0.8 cm x 50 cm~es DEAE-celluldz oszlopra
vittiik. /Az oszlopot 2 M INH412C03 jelenlétében, kis nyo-
mas alatt tOltdttik meg, majd desztillalt vizzel karbonat-~
mentesre mostuk, &s véglil 0.01 M Tris-HCl pH=7.5 puffer-
rel equilibréaltuk/. A minta felrétegzése utadn linearis
NaCl gradienssel [/O0-0.4 M NaCl , 0.01 M Tris-HCl pH=7.5
pufferben oldva/ elualtuk a fehérjéket. /A kromatografiat
ezuttal 4°c-on végeztiik/. Ismét a DN&z és RN&z aktivitéast
is tartalmazé frakcibékat gylijtdttilk Ossze, egy €jszakéan
at dializaltuk 0.01 M Tris-HCl pH=7.5 pufferrel szemben
majd liofilizalassal tOményitettik az enzimet. A tiszti-
tott enzim legaldbb harom hoénaply megOrizte az eredeti ak-
tivitést. Az enzim tisztitas lépéseit, jellemzOit mutatjék
a kdvetkezd abrdk /1. &bra, 2. &bra, OII. Tablézat/,
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l. abra: 21 napos Avena levél foszfat-észter kdtést hasi-

té enzimjeinak kromatografiaja Sephadex G-75
oszlopon.

A 40 g levél 0.05 M Tris-HCl pHl=7.5 pufferrel késziilt
nyers kivonatabdél, 80 %-os ammoniumszulfat telitéskor
kapott csapadékot feloldottuk 3 ml 0.0l M Tris-HCl pH=7.5
pufferben, &s Sephadex G~75 [2.4xloo cm/ oszlopra rétegez-
tﬁk.

Az oszlopot 0.01 M Tris~HC1l pH7.5 pufferrel mostuk, és 3
ml-es frakcidkat gylijtbttink. Mértilkk a frakciét fehérje
tartalmat /Azso/m RiNaz és DNaz, valamint foszfatédz aktivi-

tasat.

*—-*--* RNa&z aktivitas,

o—o0—0 DN&z aktivités,
A==p==- A fogzfatdz aktivités.



nukleaz aktwiths AA pgq nm /30 ™. per ml /
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foszfataz aktivitas /AA ;o0\ /20 min per A ml/

frakcio szam

2, abra: A 21 napos zab levél nukledz I. enzimjének

tisztitésa ioncseréld kromatgoréfidval.

A Sephadex G-75 oszloprdl lejdvd, DNaz és RMNaz aktivitéast
mutatd frakcidkat /52-62/ DEXE celluldz oszlopra /0.8 cm
X 50 cm/ rétegeztilk &s a fehérjéket linedris NaCl gradi-
enssel [C~0.4 M/ eludltuk, A frakcidék térfogata 3 ml volt.

@0~ -3~~® RN&z aktivités,

(o T e ¥ DN&z aktivités,
by e Lo [\ foszfataz aktivités,




II. Tablazat

Frakcid Térfogat

Hukleéz Specifikus

Tisztités Hozam

fehérje aktivités aktivités
o egyséy  egység/ug o .

nyers
kivonat 132 i 100
Sephadex ¢ 75

frakcibk 33 5.3 43

52 ~ €62
DEAE celluldz

frakceidk 12 126,6 14

63~76

A zab levél nukledz I. enzimjének tisztitésa,

* - Kunitz egység.

- 8T -~
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A dohénymozaik virus tisztitésa

A virus fertdzdtt, mozaikos leveleket szarazjégben
megfagyasztva széraz porré toértilk, majd 0.1 M Na-foszfat
pufferben pH=7 elddrzstltilkk, és allanddé keverés kdzben
hagytuk 4°C-1g felmelegedni. A szuszpenzidét 10 000 g-vel
30 percig centrifugaltuk. A feltaraltan sejtektdl, sejt-
tormelékektdl megtisztitott feliiluszdét 80 000 g-vel 1 Srén
a4t centrifugaltuk. /BECKMAN L2 65B centrifuga, Tid40 rotor/.
A csapadékot 0.1 M foszfat pufferben pH=7 egy éjszakén at
&llni hagytuk. Mésnap megismételtiik az alacsony, /10 000 g,
30 min/ és a magas /80 000 g, 60 min/ fordulatszamu centri-
fugdlést és a foszfat pufferben vald szuszpendilast. Miﬁd-
addig végeztilkk ezt a ciklusos tisztitést, amig a virus
szuszpenzidé nem lett teljesen pigment-mentes, és UV-fény-

abszorpcids spektruma jellemzd a dohanymozaik viruséra.

A dohé&nymozaik virus mennyiségének a meghatérozisa

A vizsgalt kivonat Celites szuszpenzidjéval bekentiik
1.5 cm atmérSjl Xanthi nc. levélkorongok feliiletét. A ko-
rongokat Petri-csészében, nedves sziirGpapiron, megvilagi-
tas mellett inkubdltuk, és 48 S6ra mulva szamoltuk a kifej-
1646ttt lézidkat.
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Fehérje meghatérozas

Folin reagenssel, Lowry médszere alapjan végeztik,

szérum albumint haszméilva standardként.

B. A Nukleinsavak Jellemzése

Nukleinsav kivonas I. DEP-mddszer /Solymosy et al. 1970,
55/

/Minden miiveletet 4°c-on végeztiink/.

A nbvényi szdvetet tizszeres /g/ml/ mennyiségii 0.05
M Tris-HCl, pH=7.6, 0.1 % SDS, 0.05 M MgCl2 oldattal VirTis
késes homogenizétorban, vagy Potterben, kétszer 20 ng-ig
homogenizé&ltunk. Ezutén 10 ml-ként 0.3 ml DEP-et adtunk a
kivonathoz, és még egyszer maximélis sebességgel homogenis
zadltuk. A DEP felesleget 5 perces, 37°%c-o0s inkubéaléassal,
a sejttdrmelékeket pedig 8 ooo g, 15 perces centrifugdléssal
tévolitottuk el. A feliiluszbhoz 10 ml-ként 1 g szilérd
NaCl-t adtunk. Ismét 37°C-on, 5 percig inkub&ltuk a kivona-
tot, majd a denaturalddott fehérjéket lo ooco g-vel, 20 per-
cig lilepitettiik. A nukleinsavakat tartalmazd feliiluszdhoz
0.5 térfogat 0.3 M Na-acetétot és 2,5-szeres térfogat 96 %~
os etanol elegyét Ontodttiik, s egy é€jszakén &t 4°c-on tar-
tottuk.

A nukleinsav csapadékot centrifugélassal Osszegylijtot-
tik /lo ooco g, 5 perc/, s a csapadékot 75 %-o0s etanollal két-

szer mostuk. A csapadékot vagy kdzvetleniil az elektroforé-
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zishez hasznilt pufferben [2 g levél esetén 0.5 ml/ vagy
pedig 0.5 $ SDS tartalmu, 0.15 M Na-acetdtban oldottuk
fel, és mégegyszer alkohollal kicsaptuk. A megfelelSen mo-
sott, 200~400 pg tartalmu nukleinsavat 0.05 M Tris-HCl

pH=7.5, 0.002 M MgCl.,-ban oldottuk, majd Worthington RNAzZ

2
mentes DNazzal II. /10 pg/ml végkoncentracidban/ 4°c-on
10 percig emésztettilk. 0.15 M Na-acetdt /0.1l % SDS hozzéa-
adésa utén alkohollal ismét kicsaptuk a nukleinsavakat,
majd végezetill a csapadékot az elektroforézis pufferében

oldottuk fel. o

Nukleinsav kivonads II1. Fenol mdédszer [/Ingle and Burns, 1968,
23/

Az aprdra vagott leveleket tizszeres /g/ml/ arényban
homogenizaltuk 0.01 M Tris-HCl, pH=7.6, 1 % TNS, 6 % PAS,
0.05 M NaCl, 0.005 M MgC12 oldattal VirTis, illetlleg Pot~-
ter homogenizatorban. A kivond pufferrel azonos térfogatu
fenol-krezol elegyet /80 % fenol, 10 % m-krezol, 0.1 % 8-
~hidroxiquinolin/ adtunk a szuszpenzidhoz, s szobahOmérsék-
leten 10 percig erdteljesen raztuk. 5000 g-vel, 10 percig
centrifugdltuk és a vizes fazist leszivtuk. A fenolozést
még kétszer megismételtik. A végsG fazishoz 0.5 térfogat
0.3 M Na-acetétot és 2.5-szeres 96 %—-os alkoholt adtunk.

A tovébbiakban mindent az elUz0 mbédszernél leirtak szerint

végeztiink.
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Kloroplaszt RNS izoldldsa [Leaver and Ingle, 1971 - 32/

A levélszdvetet négyszeres térfogatu jéghideg oldat-~
tal /0.33 M sorbit, 5 mM HgClz, 1 mM NaCl, 2 mM Na-aszkor-
bét, 50 mM HEPES pH=6.5/ VirTis-ban révid ideig, 5-10 sec,
homogenizdltunk, A kivonatot gézen tOrténd sziirés utan
centrifugdltuk., /4000 g, 90 mp/. A kloroplasztokbdl és sejt-
magokbol 4116 csapadékot 0.33 M sorbit, 1 mM DTT, 50 mM
HEPES, 10 mM MgCl2 pi=7.8 pufferrel egyszer &atmostuk, majd
2 § Triton X-100-t tartalmazdé 30 mM KCl, 0.0l M Tris-HCl
pHE=7.4, 0,01 M MgCl2 pufferben nagyon ovatosan szuszpen-
dédlituk, Triton X-100 jelenlétében a kloroplaszt membré-
nok szétestek, mig a sejtmag membrénja ép maradt. A sejt-
magoktdl és egyéb tOrmé@lékektBl centrifugaléssal tisztitot-
tuk meg a kloroplaszt lizatumot /25 000 g, 10 perc/. A klo-
roplaszt kivonatot Usszekevertiik kétszeres detergens koncent-
rédcidju, azonos térfogatu kivond pufferrel, és a nuklein-

sav kivond&st a DEP-mbdszernél leirtak szerint folytattuk.

Sejtalkotorészek elvialasztisa JLeaver and Key, 1970, - 31/.

10 g levelet VirTis-ben homogenizaltunk /5 mp, max.
fordulat/ 30 ml kivond pufferben /0.4 M szahardéz, 0.1 M
Tris-HCl,pH=7.5, 0.05 M KC1, 0.005 M Mgclzl. Gézen atszilir-
tik, majd Triton X~1C0~at adtunk a szirlethez ugy, hogy a

végkoncentracidja 1 § legyen. [A Triton X-100~-t a kdvetke-
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26 pufferben higitottuk: 0.01 M Tris-HCl, pH=7.5, 0.05 M
KCl, 0.005 M Mgclzl. A homogendtumot centrifugiltuk

/15 000 g, 15 perc/, s a csapadékot hasznaltuk mag frak-
cidként, a feliiluszdt pedig Spinco 50.1 rotorban centrifu-
géltuk, /40 000 rpm, 80 000y, 2 O6ra/. A csapadékot szusz~
pendaltuk 0.01 M Tris-HCl, pH=7.5, 0.002 M MgCl2 puffer-
ben, majd egy rovid ideji, alacsony fordulatszamu centri-
fugdlés utén 1.4 ml kivonatot 20 ml 1 M szahardéz /0,001
M Tris-HCl, pH=7.5, 0.05 M RC1l, 0.005 M MgClz—ban oldott/
tetejére rétegeztiink. A riboszdmakat 3 oras, 80 000 g-e
centrifugédlissal llepitettiik /Spinco 50.1 rotor, 40 00O
rpm/.

A nyers mag €s a riboszdma frakecidbdl egyarédnt az I. mbdbd-

szer szerint vontuk ki a nukleinsavakat.

Izotdp jelilés

A levagott leveleket levélnyeliikkel 0.5-1 nl 32P

vagy 3H—uracil izotdp oldatba allitottuk [/O.1 mCi/levél/,
mikbzben a felszivddast ventillacidval segitettiik eld.
30-45 perc mulva desztilldalt vizet Ontdttiink az edényké-

be, s kiilonbdzd ideig folytattuk az inkubaléast.

A 32P hordozdmentes volt, a 3H—uracil specifikus ak~-

P320 ol-

tivitidsa: 4.43 Ci/mmol volt. Sziikség esetén a KH2 4

dat pH-jat Tris—-oldattal 6-7 k8zé& &llitottuk be.
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Poliakrilamid gélelektrofogézis /Loening, 1967 -~ 34/.

2.4 % poliakrilamid géleket készitettiink 0.6 cm at-
mérdijii, 8 cm hosszu‘plexi csbvekben.
A polimerizécids elegy 2.4 % akrilamidot, 0.12 % bis-akril-
amidot, s az elektroforézishez hasznélt puffert tartal-
mazta. Az oldott levegd eltdvolitdsa utan NNN'’N'-tetrameti-
léndiamin és 10 %$~o0s ammoniumperszulfdt [/0.0033 ml, illetd-
leg 0.33 ml/g jelenlévd akrilamid/ hozzdadéasdval inditottuk
a polimerizécidt.
Az elektroforézishez a kdvetkezd puffereket haszndltuk:

a/ EDTA-SDS puffer: 36 mM Tris, 30 mM NaH, PO ImM EDTA—Naz

2" 79
pH = 7.8,
b/ Mg-puffer: 36 mM Tris, 30 mM NaHZPO4,lOmM MgC12
pH = 7.8,

¢/ alacsony s koncentrécidju puffer:

30 mM Tris, 16 mM HCl, O.1 mM EDTA,

pH = 8.1.
Amennyiben kiildn nem jelezzilk, a: Mg-puffert hasznaltuk. Az
EDTA-SDS pufferhez futdskor 0.2 %, az alacsony sdkoncentréa-
cibéju pufferhez 0.1 % végkoncentrédcidban SDS-~t adtunk, és
az elektroforézist ilyenkor szobah®mérsékleten végeztik.
A mésik két puffer jelenlétében 4°c-on tortént az elektro ~
forézis,

Félora elBfuttatés utén az 40 pg nukleinsav tartalmu

mintat lo-50 pl-ben, 0.5 & RN&z mentes szahar@z jelenlétében

rétegeztilk a gélekre. Az elektroforézist 3 Ora hosszat
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€ map/csd dramerBsség mellett végeztiik. A géleken a nuk-
leinsavakat 265 mp-ndl torténd fényabszorpcid alapijan
Joyce~-Loebl Chromoscan-en lokalizaltuk. Radioaktiv minték
esetén, a két tus-szurissal megjeldlt gélt szérazjégben

az eredeti hosszinak megfelelben megfagyasztottuk, és Mickle

gélszeletelOn 1 mm-enként felvagtuk. -

P jeltléskor a sze-
letkéket kdzvetlen, sziirCpapir korongokra széritottuk, és
toluolos szecintillétor—-elecyben [5 g PPO, 0.3 g POPOP 1000
ml toluolban/ hatéroztuk meg a beilitések szamat. A 3H—jelzett

gélszeleteket 0.5 ml 33 $-os H,0,-ban egy éjszakan &t 65°C-

2
on roncsoltuk, majd 100 pl mintdkat 5 ml Bray oldatba pi-
pettaztunk /20 ml etilénglikol-, 100 ml metanol, 3 g PPO,
O.2 g POPOP, 60 g naftalin, 880 ml dioxén/. Packard Tri-Carb

szcintillécids spektrofotométeren mértilk a radioaktivitést.
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IIIX.

A KISERLETEK LEIRASA

A. Nukleédzok Jellemzése

l. Avena nukleazok

A zab két £0 ribonukleédzénak az elvidlasztésa, sajat-
sagainak a megdllapitésa lehetOvé tette, hogy a két enzim
egyidejll vizsgalatéval pontosabban megismerhessiik a kiilén-
b6zd korilmények kozdtt kialakuld ribonukledz szint emel-

kedését,

al A két enzim aranyakiildnb®z3 koru levelekben

A fiatal levelek nyers kivénataban mérhetd RN&az aktivi-~
tasnak kb. 80 %~at az RNaz-I, alkotja, az idOsebb levelek-
ben viszont felhalmozéddik a nukleéz-I. A kiildnbdzd koru le-
velekbOl késziilt kivonat Sephadex G-75 oszlopon végzett kro-
matografiaja alapjén a két enzim mennyiségét, és arényat

tinteti fel a kdvetkezlC tablézat:

Nukledz mennyisége < A Azﬁo/ml reakcidelegy

Nukleédz I, RN&z I. RNA&z I./nuklei3z I,
6 napos 740 4980 6.7
14 napos 1200 4680 3.9

21 napos 2040 2880 1.4
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Az eredmények tikroézik, hogy a levél koré&nak az ellre-
haladtéaval valdban, fokozatosan nd a nukledz-I, szintje,

ami az idGs levelekben az RNaz~I.-gyel azonos szintet ér-

het el.

b/ A két enzim ardnyaa levelek mesterséges Sregité-

sekor

Py

Minthogy a nukledz-I mennyisége az Oregedés soran nd
meg, a fiatal levelek sértésekor ellenben az RNaz-I. szint-
je emelkedik meg, Osszehasonlitottuk a két enzim aranyat
10 napos levé@l mesterséges Oregitésekor [a levagott leve-

leket nedves szilirOpapiron tartottuk, Petri-csészében/.

Levagds utéan Nukle&z mennyisége Z.A.Azﬁolml reakcidelegy
eltelt idd Nukle&éz I. RNaz I. RNaz I, /Nukledz I.

O oéra 920 4590 5.0

8 Ora 990 9850 9.8

96 bra 2680 13200 4.9

]

E kisérlet megvilagitotta, hogy a levelek levagéasa
utén két folyamat kiildnithets el. El6sz§r a sértés miatt
létrejdvo valtozéasok aé uralkoddak [l. RN&z-I. ndvekedé-
se/, és az ilyenkor mérhetd nagyfoku nukledz aktivités
nem a meggyorsult Sregedésnek a kovetkezménye [mint azt ko-
rabban gondoltdk/. KésGbb keriilnek csak elOtérbe az Orege-

dés jelenségei, amit tilkkroz a 96 6ra uténi nukledz-I. szint.
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A zab két £0 nukleaza valbdban eltérd szerephez jut-
nat kildnb&zd fizioldégiai folyamatokban [l. Oregedéa, sz0-
vetsériilés/, ezért a tovidbbiakban megvizsgiltuk miként
hatnak egyes ndvekedési hormonck a levagott levélben ezek-
re az enzimekre,

Benzimidazol, kinetin és abszcizin sav kezelés utén
nézﬁﬁk az egyes nuklefizok mennyiségét. A levagott leve-
leket megfelell koncentrécidju hormon oldat feliiletén usz-~
tattuk kiildnb$zd ideig, mig a kontrolt desztilldlt viz fe-
liletére tettiik.

A benzimidazol és a kinetin esetében el8bb a nyers
kivonatban mérhetO nukleaz aktivitas meghatirozéaséaval neg~
néztik e hormonok hatéséanak idd és koncentracid filggését.

0.0l mM - 0.5 mM benzimidazol és 0.02 mM - 0,1 mM ki-
netin azonos mértékben hatott, mégpedig oly mddon, hogy a
kinetin csotkkentette, a benzimidazol ellenben a kontrolhoz
képest fokozta a nukledz szintet. A kezelés idejének a fiigg-
vényében a kinetin hatésénak a tendenciija nem véltozott,
mig a benzimidazol hosszu ideji inkubdlis sorén [24 ora/
ellenkezlleg befoly&solta a nukledz szintet, mint a révid
idejli kezelés soran /6 O6rédig/, azaz a kinetinhez hasonléan,
de kisebb mértékben cstkkentette a nukledz szintet. A hérom
hormon hatasat az egyes nukledzokra a III. té&blazat mutat-

jao



III. Tablazat

Nukledz mennyisége a kontrol [~/ és a hormon-

kezelt [+]/ levelekbken Nukle&z mennyisége

Kinetin Abgzcizinsav Benzimidazol a 0 - idds
0.05 mM 0,005 mM O.5 mM kontrolban
- + +/- - + + /- - + +[=
Ribonukleaz 16.8 9.0 0,53 12.6 24.6 1.85 l14.4 25.2 1.75 F 95 §
Nukleaz I. 5.7 5.5 0.96 8.8 9.4 1.06 €.0 6.6 1.15 5.8
Alkalikus
fosxfodieszteris 0.5 0.5 1.00 0.9 0.8 0.89 0.6 0.6 1,00 0,7

Harom hetes zab ndvények primer levelét levagés utdn Petri-csészében
desztillalt viz /-/ illetlleg hormon oldat [+/ felliletén hé&rom bra
hosszat inkub&ltuk, majd a nukledzokat a Mdodszerekben leirtak szerint
kivontuk, elvélasztottuk.

A nukleéz mennyiséget Z 4 A

és LA A
fejeztilk ki. ©

" |foszfodieszteraz/ értékkel

26 40

A O-idSs kontrol az inkub&dlds kezdete elBtt meghatérozott nukleézt
jelenti,

- 6T -
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A levagott levelek esetében tehat, a rdvid ideji hormon-

kezelés a kovetkez8 mddon befolyasolta az egyes nukledzok-

nak a szintjét.

- a nukleaz I.-re lényegéﬁen egyik hormon sem hatott,

- a benzimidazol é&s az abszcizin sav a ribonukledz I,
szintjét egyarant ndvelte.

- a kinetinnel kezelt levelek, a kontrolhoz képest ala-

csonyabb aktivitdst mutattak.

2. A dohdny nukledzai egészséges és DMV-sal fertdzdtt le-

velekben
a/ Foszfiatészter kotést_hasitd _enzimek a dohanylevél-

- G S s WD S B TS G N G S OO G G0 s G G s W S T SR\ W D S S W S S St G e S G e e s G s €S

ben.

o

A zab levélhez hasonldan homogenizdltuk a dohany le-
veleket. A dohdnyban nagy mennyiségben jelenlévd polifenc-
lok eltavolitasa végett dializé&ltuk a kivonatot, majd am-
moniumszulfit telités utan Sephadex G-75 oszlopra vittik
a fehérjéket. A kromatogrifia eredménsye lathatd a 3. abran.
A foszfat—~észter k6tést hasitd enzimek a zab-levélhez ha-
sonld eloszlast mutatnak a kdvetkezd kis eltéréssel:

- nem tartalmazzak a zabban kimutatott két minor ribonuk-~-
leazt,

-~ a dohé&nyban tal&lhatd egy nukleaz, amit a zabban nem le-
heteeét kimutatni /35-45 frakcid/.

A nyers kivonat ribonukleaz aktivitasénak a 80 %$-a ebben
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3. &bra: A dohdny levél foszfat-észter kidtést hasitd
enzimjeinek kromatografiidja Sephadex G~75
oszlopon.

Teljesen kifejlddétt Xanthi dohany leveleket /20 g/ ha-
romszoros /[g/ml/ mennyiségili 0.05 M Tris-HCl pH=7.5 pu#f-
ferrel eldbrzsdltink. A kivonatot éjszakén &t dializ&ltuk
0.01 M Tris-HCl, pH=7.5 pufferrel szemben. A fehérjéket
ammdéniumszulfattal 80 %~os telités mellett kicsaptuk,

5 ml 0.01 M Tris—-HCl pH=7.5 pufferben feloldottuk, majd
2.2 x loo cm Sephadex G-75 oszlopra rétegeztiik, 0.01 M
Tris-HCl pH=7.5 pufferrel eludaltunk, és a frakcidk enzim-
aktivitaséat meghatiroztuk,

®~--eo——-0 RNaz aktivitéstkAzsolml - per 30 perc,

o—O0—0 DNaz aktivitéSZXAzsolml - per 30 perc.

A et p foszfataz akt.‘AA4oo/0.l ml - per 20 perc.

O ——[-—=1 foszfodieszteraz akt. AA4OOIB.1 ml - per 20 perc.
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az esetben is az RNa&z-I.~re vezethetd vissza [mint a fia-
tal zab levelekben/, az 6regedd levelekben viszont kisebb
mértéki a nukleiaz~I. felhalmozddasa, mint az idds zab le-

velekben,

T O e BOD A WSO SO e S M G0 A G S TRE) S CHe S A G ) G GAS s G OO e NS WS GSG SR G0 e

A fertOzés okozta nukledz valtozés vizegalatat az é-
rett egészséges és DMV-fertdzdtt Xanthi nc. levelekbdl ké-
szitett nyers kivonat nukledz aktivitasénak az Osszeveté-
sével kezdtik, _

A vizsgilt leveleknek az egyik felét inokuléaltuk, a
masikat pedig celites szuszpenzidval kezeltilkk. A két levél-
£f&élb8l az inokuldlast kovetlen kiildnbdzd idSben mintdakat
vettiink, és meghataroztuk ezek nukleaz aktivitasat [RNaz,
DNaz/, valamint lok&l-1lézids assay-vel a virus tartalmiat.
Az eredményeket a 4. &bra tiinteti fel az inokuldléds utéan
eltelt idd fiiggvényében [A DNaz aktivitids nem valtozott/.
Lathaté, hogy a fertbzés utani elsd iddszakban [a 1&zidk
negjelenéséig/ mind a kétféle mintaban egyaréant ndtt az
RN&z aktivités, majd a kdvetkezd periddusban [a fertdzés
uténi 15~20 6ra koézétt/ a fertdzdtt levél fokozott RNaz
aktivitdst mutatott. Ez az emelkedés azonban 20 dra tajé-
kédn leallt, és a jelentls virusszaporodés ellenére sem
valtozott, s igy 40 Orara a kdzben fokozatosan emelkedd

kontrollal azonos értéket mutatott.
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1ézidk meglelendse lezio szam

4, &bra: A dohény-mozaik-virus fertizés hatéasa Xanthi

levelek ribonukle&z aktivitéséra.

£p ndvény fél levelét virussal inckuldltuk, a levél misik
felét pufferes Celite~tel beddrzsOltiik., Kildnbdzd iddtar-
tam utén 1.5 cm &tmérdil korongokat wvéagtunk ki, a fertd-

z8tt és kontrol részbll eygyardnt, €s lo korongot 0.05 M

Tris-HCl pH=7.5 pufferrel /5 nl/ eld@drzséltiikk. /A kivonés
elftt a levél feliletét 2 %$-os NaOH-oldattal lemostuk,
hogy a felilletre tapadt virus részecskéket eltdvolitsuk/.
A levél-kivonatck RN&z aktivitdsat é&s virus tartalmat ha-
té&roztuk meqg.

Boee B e O, 1 ml kivonatban 1lév3 virus okozta l1lézidszam,

- ——@-—=0 RiNA&z aktivitas az egészséges levél-kivonatban,
O~==0==~=0 RN&z aktiwités a fertdzétt levél-kivonatban,
18 A /0.1 ml kivonat per 30 perc/

260
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Még kifejezettebbnek latszott, hogy nincs kdzvetlen
bsszefiliggés a virus szaporodas é€s az RN&z aktivitas emel-
kedés kézbtt, ha a kisérleteket kivagott levélkorongokon
végeztik /5. &bral/.

Ebben az esetben az RNaz aktivitas-emelkedés sokkal
kifejezettebb volt, azonban mind a kétféle korongban azo-
nos mértéket mutatott. Ugy latszik, hogy a levagas, plusz
a celites beddrzsblés kimeritette a sejtek ribonukleaz
szintetiz&ld6 kapacitasat. Néhany kisérletben a fertSzott
korongban egy kicsit magasabb aktivitast talaltunk, azon-
ban a gbrbe lefutasa ilyenkor is teljesen azonos volt a
kontroléval.

A fertdzbtt és egészséges levél-kivonat nukle&zainak
Sephadex G-75 kromatogréfias elvalasztasa arra utal, hogy
a megfigyelt aktivitéds emelkedést nem egy uj nukledznak
a megjelenése, hanem a ribonukle&z-~I. szintjének a meg-

ndvekedése okozta.
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5. ébra: A dohdnymozaik virus fert®zés hatédsa Xanthi le-
vélkorongok ribonukleiz aktivitaséara.

T8bb levélbdl 1.5 cm atmérdjli korongokat vagtunk ki, és
azokat inokulaltuk a virussal, a kontrol korongokat pe-
dig pufferes Celit-tel dOrzsdltiik be. Petri-csészében,
nedves szirdpapiron inkub&dltuk a korongokat, és kiilSnbd-
z$0 idOpontban meghatéaroztuk 10 korong nukledz aktivitd~
sat és virus tartalmat /a 10 korongot 5 ml 0,05 M Tris-
HCl pH=7.5 pufferben homogenizaltuk/.

—Aorer Q.1 ml kivonatban 1év0 virus okozta lézidszam,

[ bl T RNaz aktivitas a kontrol levélkorongokban,
O~=0==0 RNé&z aktivitas a fertdzdtt levélkorongokban.

/A A26°/0.1 ml kivonat per 30 perc/.
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B/ A dohénymozaik virusfert®zés és a gazda rRNS szintézise

Ahhoz, hogy megtudjuk, miként valtoztatja meg a DMV
fertOzés a gazda rRNS szintézisét, és elddnthessiik, hogy
elsGdleges szerepet jéﬁszik-e a rRNS szintézisének gat-
liasa a fertOzés uténi nukleinsav-anyagcsere megvaltozasa-
ban, el8szér meg kellett néznilink az egészséges levélben

tdrténd rRNS szintézist.

l. Az egészséges ndvény rRNS szintézise

El0sz6r meghatdroztuk az izotdp jeldlés optimalis
korillményeit. Ep levelek esetén az ilyen jellegl kisér-
leteknek nagy problémé&ja, hogy nehéz azonos kdriilményeket
biztositani az izotdépnak a sejtekbe vald bejutdsdhoz, és

@ nagy, kildnbdzd lokalizdcidju foszféat é€s nukleotid pool
megléte miatt egzakt kinetikai mérések nem végezhetlk.

Kisérleteink soran, ezért nagy izotdp feleslegbe &llitot-
tuk a leveleket, mindig csak az azonos leveleken, egy je-
léléskor kapott szamértékeket hasonlitottuk 8ssze, és min-

den kisérletet t8bb alkalommal megismételtiink. O.1l mCi/le-

32

vél P hasznilatakor, a mi kdriilményeink k&zdtt, a be-

éplilt P32

mennyisége legaldbb 8-12 6ran &t linedris volt;
a kloroplaszt rRNS—ekbe csak 3 Oras inkubalds utan lehe-
tett inkorporacidét kimutatni. A nukleinsavakra sokkal spe-

cifikusabb Hs uracillal hasonld jeldlés eloszlést kaptunk,
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igy a kisérletek ddnts tbbbségét az egyszeribben mérhetd

32

és olcsdbb P~ “-vel végeztik.,

Pulzus jeldlt nukleinsav poliakrilamid gélelektrofo-

retikus elvadlasztésat mutatja a 6. &bra.

Az irodalmi adatoknak megfelelBen a jeldlt RNS eqy
része heterogén eloszlist mutat /heterogén nuklearis RNS/,
mias része a nagy molekulasulyu tartominyban két illetd-

6 d, az 1.4 x

6

leg 3 csucsot alkot, amelyek 2.3 - 2.6 x lo
X 106 d rRNS prekurzoroknak, illetlleg az i.3 x lo” d ne-
héz citoplazmatikus rRNS-nek felelnek meg /31, 49, 8/.
A nagy molekulasulyu prekurzor [2.3 - 2.6 x 106 d/ a do-
hé&ny levélben is valészinilileg két komponensbdl &4l1l, mi-
ként azt az élesztl, spendt, borsd, répa és juhar sejtek
esetében kimutattdk /49, 19, 8, 31/. A nagy molekulasu~-
lyu prekurzorok mindkét nukieinsav kivondsi mbddszer hasz-
nélatakoi azonosak voltak, ami sugallja azok valédi /[nem
miitermék/ mivoltéat, masrészt bizonyitjak, hogy a DEP-mbd-
szerrel a rRNS—-ek gyorsan jel8lSdd prekurzorai ugyanolyan
mértékben kinyerhettk, mint a fenolos elegy haszndlataker.
Ennek a frakcidénak a prekurzor természetét részint akti-
monicin D jelenlétében végzett chase kisérlettel, részint
a jeldlésnek a kiilldnbdzd sejtfrakcidban vald megoszléasaval
néztiik,

A chase kisérletben, az inkub&lds sorin a nagy mole-
kulasulyu régidban csbkkent a belités, mig ezzel egyidejii-

leg az érett rRNA-ban n¥tt a radioaktivitiés.
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relatlv optikai slrdseg

20 30 40 50 60 70 vandorlds thvolsdga, mm.
+

6., &bra: A dohany levél gyorsan jeldldédd ribonuklein-
savainak gélelektroforetogramja.

4 kOzepes nagysagu levelet jeldltiink 0.4 mCi P32 fosz~
fattal egy 6rdig. A nukleinsavakat fenol mddszerrel voon-
tuk ki, DN&z emésztettilk és poliakrilamid gélen futtattuk.
A poliakrilamid gélelektroforézist alacsony sé koncentra-
cidju pufferben 6 Sra hosszat, 3.2 mA/csd adramerOsséggel
végeztik.

rédioaktivitas,

------- relativ optikai siiriiséqg,
Cc - citoplazmatikus nehéz xrRNS,
d - kloroplaszt nehéz rRNS,
e = citoplazmatikus koénnyli rRNS,
f - kloroplaszt k6nnyl rRNS.



- 3G -

Tkéletes chase~t nem lehetett végezni a prekurzor pool

nagységa és a nem 100 $-os aktinomicin D g&atlés miatt.

A sejtkomponensek elvalasztésa (7. dbra/ soréan a
nagy molekulasulyu, pulse kisérletekben jel8lTdd RNS-t
csak a megfrakcidban talaltuk, és a felilluszdban csak a
rRNS~ekben mértink belitést. Ez 6sszhangban all Leaver és
Key [/31/ eredményével, akik kimutatték, hogy a 2.3 ill.

6 d, az 1.4 x 1c6 d és 0.9 x lo6 d prekurzorock

2.6 x lo
a megban szintetizdlédnak és & citoplazméba mar csak a
nukleolitikus hasitds, metilezés soran kialakult érett
rRiS-ek keriilnek. A rRNS prekurzorok tovabbi jellemzését,
azonositésat nem végeztilkk el [bazis analizis, hibridizéa-

cié, metil H>

-donorral valdé jeldlés/, mivel azokat csak
abban az esetben tartottuk indokoltnak, amennyiben a vi-
rus fertSzés sorin sikeriil lényeges rRNS szintézis giti

lést kimutatumunk.

2. A fertdzdtt ndvény rRNS szintézise

Kisérleteink idején a ndvényeinket nem tudtuk azonos,
ellendrzdtt kdrilmények k&zdtt nevelni. A fertdzési cik-
lus idGbeni lefolyasét nagy mértékben befolyésoljék a
kiilsG idojérasi tényezdk, ezért kisérleteink Osszehason-
litési alapjéul a kiildénbdzd szimptdémiknak a megjelenését
tekintettiik, mivel ezek a virus szaporodasénak a meghata-

rozott fazisit jelentették.
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7. &bra: Dohéiny levél pulzus jeldlésekor a radiocaktivitas az Ossz-
~-nukleinsav kivonatban [/A/, a mag [/B/ és a riboszdmalis
frakcidban /C/
6 levelet /kb. 11 g/ 0.6 mCi P2 foszfattal egy 6ra hosszat jeldltiink,
majd 10 g-bdl a Mddszerekben leirtak szerint elvdlasztottuk a mag és
a riboszémalis frakcidkat , 1l g-bdél pedig kdzvetlenidl kivontuk a nuk-
leinsavakat DEP mdédszerrel.
a - DNS
¢ - citoplazmatikus nehéz rRNS 1.3 x 10% a
d - kloroplaszt nehéz rRNS 1.1 x lo® a ridioaktivitis
e - citoplazmatikus k&nnyli rRNS 0.7 x lo®a = ____ - tik . -
f - kloroplaszt kénnyl rRHS 0,56x 1lofa el.optikai striiség

- qoy -
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A "vein clearing”-et mutatd levelekre jellemzd, hogy

ebben a rendszerben valésul meg leginkidbb a levélsejtek
szinkron fert&z&dése, és ebben az esetben a legnagyobb
mértéki a virus felszaporodésa. A tillnetek az intenziv vi-
rus szaporodas [exponencialis szakasz/ befejezldése utéan
legkésObb 24 6rén bellll megjelennek, igy ezek a levelek

a "korai" wvaltozasokat tikrozik.

A mozaikos szimptoma az inokuléléast kbvetlen sokkal

késOGbb fejlddik ki /10-12 nap/, és mivel a kisérleteinkhez
10~12 cm~es leveleket haszné&ltunk, /amelyekben mar lelas—
sult a virus szintézise/ ezek a fertlzés kivetkeztében ki-

alakuld késUi valtozéasok jellemzbinek tanulményozésara

voltak alkalmasak.,.

A killdénféle szimptoémaju levelek rRNS szintézisét ro-

vid és hosszu jel8lés sordn Osszehasonlitottuk az egész-
séges kontroléval. Minden egyes tiinetnél legaldbb 20 eset-
ben elvégeztiik mind a kétféle jeldlést fliggetlen kisérle-
tekben, és egyik esetben sem sikerilt lényeges eltérést
kimutatmank a fertlzdtt és az egészséges levél kozitt.
Jellemzésképpen bemutatjuk a mozaikos levéllel végzett €
6ras jeldlés eredményét /8. abra/. Mivel ez az eredmény
ellentmondott a meglevd irodalmi adatoknak a kdvetkezl
ellendrz8 kisérleteket végeztik el, az esetleges mddszer-

tani hib&k kikiisztbllése végett.
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8. &bra: Mozaikos tiineteket mutatd fertdzdtt levél [A/, és a

megfelel® egészséyes levél [B/ nukleinsavainak a gél-
elektroforetikus elvalasztésa.

A leveleket 6 Ora hosszat jeldltiik 0.1 mCi/levél P32 foszfét~-
tal, a nukleinsavakat fenol médszerrel kivontuk, DNaz emész-
tettilk, és poliakrilamid gélen elvilasztottuk.

2 b = DMV-RNS
radicaktivitis, ¢ - citoplazmatikus nehéz IRNS

------ optikai siirliség [relativ/. d - kloroplaszt nehéz rRNS
e ~ citoplazmatikus kOnnyl rRNS

El~ kloroplaszt kbnnyli rRNS

- CH -
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Kétféle nukleinsav kivondsi médszert hasznédltunk,
és mindkét esetben azonos eredményeket kaptunk.

A DEP-mddszernek ezuttal két eldnyét akartuk kihasz~

ndlni. Egyrészt a fenol mdédszerrel szemben lehetd-
séget nyujt sokkal kevésbé degradilt nukleinsavak-
nak a kivonédsira, masrészt lehetdvé teszi a gazda
nukleinsavainak a preferencidlis elemzését a fertd-
z6tt ndévényekben. Bagi és mts. ugyanis kimutatték,
hogy a DMV-fertOzbtt levelekbSl a gazda rRiS-eil sze-

lektive kinyerhetlk a virus RNS kivondsa nélkil [4/.

Fréiser a fertizdtt levelekben nemcsak a kloroplaszt
rRNS~ek szintézisének a ledllé&sét, hanem a fokozot-
tabb degradacidjat is megfigyelte, ezért megnéztik,
vajon nem jatszik-e lényeges szerepet a cstkkent szin-
tézis kimutatasakor az a tényezd, hogy a lebontésra
fokozottabban hajlamos kloroplaszt rRNS—ek a kivonas
és az elemzés scoran lebomlanak. Leaver és Ingle [31/
kimutattak, hogy kétértékl kationok tavollétében az
l.lxloGd kloroplaszt rRNS lebomlik, ezért a fertdzitt
és egészséges ndvények nukleinsavainak az elemzését
elvégeztik Mg++ ion tavollétében is. Tehat olyankor
is Osszehasonlitottuk azt egészséges és a fertdzidtt
levelek nukleinsavait, amikor sem a kivond, sem az
elektroforézis puffer nem tartalmazott kétértéki
kationt, illetlleg Mg jelenlétében vontunk ki, de

SDS-EDTA rendszerben valasztottuk el az egyes nuklein-
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sav komponenseket., Egyik féle kisérletben sem tud-
tuk a fertdzott levelek kloroplaszt rRiS-einek a pre-

ferencidlis degradacibjat észlelni.

Az esetleges valtozéds jobb kimutatésa érdekében az
izolalt kloroplasztokb6él nyert nukleinsavak gé€lelektro-
forézisét is elvégeztilk, hogy kiklisz8bd8ljlik a cito-
plazmatikus rRNS-eknek az esetleges zavard hatésit

a gélelektroforézis értékelésekor. Ez léthaté a9,

abran.
Ezuttal sem taldltunk kiilénbséget a fertlzitt és a
kontrol ndvények kdzdtt.
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9, abra: "Vein clearing” tilineteket mutatd fertdzbtt /A/ és

egészséges lewélbOl [/B/ izoladlt kloroplasztokbdl ki-
vont nukleinsavak gé&lelektroforetikus képe.

A leveleket -2p-foszfattal jeldltik 14 6ra hosszat. A kloroplaszt
izolalast, nukleinsav kivonist a Mdédszerek-ben leirtak szerint vé-

geztiik,
radiocaktivitas,
———————— relativ optikai siiriiség.
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III.

KOVETKEZTETESEK

A,

l. A zab levél nukleadzainak vizsgé&lata a kisérletek ezen

faziséban az alébbi megdllapitasokra vezettek:

a/ 1d0s levelekben a kordbban minornak vélt ribonukleaz

aktivitds az RNaz—-I1.-gyel azonos szintet érhet el.

Az aktivitésért felelds enzim, a nukleadz-I. sajatosséa-
gaiban lényegesen kiilénb&zik a fiatal levelek £0 ribo-
nukleaz&atdl, /[/szubsztrat specificitéas, pH optimum, ion-
érzékenység, lokalizacid/ és attdl joél elkiildnithetd
molekulasulya és enzimaktivitésa alapjén.

Masok [6/ nehéz vizzel tdrtént jeldlés alapjan bebizo-
nyitotték, hogy az Oregedésre specifikus nukleaz akti-

vitas-emelkedés de novo enzimszintézis eredménye.

b/ A zab levél Oregedésre specifikus nukleéaza, a nukledz-I.

valdsziniileg egységes enzim. A tisztitott fehérje /130 x/

ugyan ribonukleaz, dezoxiribonukle&z és 3'nukleotidéaz
aktivitast egyarant mutat, feltehetben mindezek az ak-
tivitésok egy enzimnek a sajatségai, amire a kdvetkezsk
utalnak:

- a tisztitas soran /gélsziirés, ioncseréld kromatografial
a haromféle enzimaktivitas mindig pontosan azonosan vi-
selkedett

- hormon-kezelésre egyformén valtoztak
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ionok irénti érzékenységilk is azonos volt, az egyetlen
zn*" ion kivételével

a ribonukleaz és dezoxiribonukledz aktivités béazis spe-
cificitéasa megegyezik.

sejtfrakcionédlés soran mindegyik aktivité&s egyarént
100 000 g=-nél lilepithetd partikulumhoz kdtdtt volt,

a zab nukleaz~I.-gyel teljesen azonos tulajdonsagu en-
zimet izolaltak szdja babbkdl /27, 28/ és buza magbdl
/2%, 30/, és mindkét esetben kapcsoltan taldltdk a ri-
bonukledz, dezoxiribonukleéz és 3'nukleotidédz aktivi-
tast. FSleg buza mag enzim homogenité&sat vizsgialtéak
igen kOriltekintden, és mind az ultracentrifugiléas,
mind az SDS-poliaktilamid gélelektroforézis egyetlen
polipeptid lénc jelenlétére utalt.

A két enzim elkiildnitése lehetOvé tette, hogy a leva-

gott levélben végbemend vadltozésok természetét jobban

megismerjik. Igy megtudtuk, hogy a levagast kdvetlden e-

15s28r a sértésre reagiald ribonukleadz-I. szintje nd meg
ugrasszeriien, és csak késObb, mintegy 4 nap mulva keriil
elOtérbe az Oregedés specifikus nukledz~I. szintjének

a megnbvekedése. Tehat, két részre lehetett bontani azt
a folyamatot, amit régebben egyértelmiien a levagast ko-

vetd Oregedési folyamatok fokozddasanak tulajdonitottak.

A hormonok hatésénak vizsgdlata elsOsorban a leviagott

levelek nukleadzainak, a hormonok jelenlétében kialakuld
szintjét mutatjik.

Igy a sértés kdvetkeztében létrejdvd RNAz-I. szintjének
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az emelkedését a kinetin gatolta, az abszcizin sav és

a benzimidazol ellenben serkentette. Ilyen kdriilmények
kdzbtt egyik hormon sem befolyésclta a nukledz-I. szine-
jét, ami killdndsen az abszcizin sav esetében megleps,
mivel ez a hormon az egyszikﬁekben az Sregedést gyor-
sitja, és a nukledz-I. az Oregedés sorédn felhalmozbddik.
Erdekes még, hogy a benzimidazol és a kinetin ez eset-
ben, rdvid kezeléskor ellentétes hatast valtott ki, mig

in vivo az egyszikiiek Sregedésekor azonos a hatéasuk.

A dohény levél nukleazokkal végzett kisérletek eredmé-

aye

A kifejlddsdtt dohény levélben a £5 foszfat~észter kitést

hasitd enzimek a fiatal zab levélhez hasonld eloszlést

mutatnak. IdSsebb levelekben kisebb mértékil a nukleéz~

=I. felhalmozddasa, mint a zabnél.

A dohanymozaik virus "indukédlta nukledz aktivitas”.

Ugyan sikeriilt megismételniink a korédbban kapott eredmé-
nyeket, azonban ezek tlizetesebb elemzése arra utal, hogy

nehéz okozati Usszefilggésre kévetkeztetni a nukleéz in-

dukcié és a virus szaporodasa kozdtt. A nukleaz aktivi-

tés ndvekedése ugyanis nem pé&rhuzamos magéval a virus
szaporodisanak a menetével, és a 1lézid megjelenését ko-
vetlen rdvid ideig mutathatdé csak ki a magasabb enzim-

szint a fertdzdtt levelekben., A virusfertSzés valdszinii~
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leg nem inditotta el egy uj, specifikus nukleéz szin-
tészisét, hanem az emelkedés a ribonukledz-I. sajat-
ja. Valéjaban aspecifikus hatésrdl lehet szim ami in-
kabb az inokuldlés és a lézidk okozta sejtkarosodéas
kovetkezménye, mint maganak a virusszaporoddséanak.
Aspeciiikus hatasra utal Randles [47/ eredménye
is, aki szisztemikus fertdzéskor, a tilinetek kifejlsdé~
se utén /amikor a virus szintézis gyors szakasza mar
lezarult/ az Oregedés specifikus nukleaz szint emelke-

dését talédlta.



—50...

B

A rRNS szintézise dohdnymozaik virus fendzdtt levelekben

Ezeket a kisérleteket szisztemikus-fertOzdtt leve-
leken végeztilk, mivel elsUsorban a "vein-clearing” meg-
jelenéséhez vezetd virus ferbzéskor lehet legjobban meg-
valdésitani a sejtek szinkron fertlzését.,

Tébben észlelték ;lyen esetekben a riboszdédmélis, £06-
leg a kloroplaszt rRNS-ek szintézisének a megsziinését és
fokozott degradacidjac /1, 2, 14, 15, 16, 21, 4o, 45/.
Ezeknek az eredményeknek egy része nem megfeleld elemzé-
seken alapultak -~ MAK kromatogréafia, szahardz gradiens
centrifugaléds -~ [tehdt olyan kdrilmények kizétt, amikor
sem a kétféle citoplazmatikus, sem pedig a kloroplasztisz
RNS—-ek j6 elvalésat nem lehetett biztositani /1, 2, 40/,
vagy pedig a kontrolbdél is degradaltan kivont nukleinsa-
vak gélelektroforézise [45/.

Mésik résziikket ellenben, a mienkhez hasonld k8riil-
mények k&zdtt, azonos mbédszerekkel végzett kisérletek ta-
masztanak aléa /14, 15, 16, 21/.

Ennek az ellentmondésnak a megitélésekor a kdvetke-
z8ket kell figyelembe venni.

a/ A fertGzés menete nagyon sok kiils8, nehezen ellentriz-
hetd tényezd fliggvénye [hémérséklet, pératartalom,
fény, a ndvény tépanyagellétottséga/. Miutén a kisérle-~

teink idején csak hagyomdnyos liveghdzban tudtuk nevel-
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ni ndvényeinket, azok ndvekedése elég nagy mértékben
ki volt téve az id0jéarés szeszélyeinek. Ezért nem is
tudtunk szisztematikus elemzést végezni a fertlzési
ciklus kildnbdzl idSpontjaban, hanem minden esetben
a tlinetek megjelenéséhez viszonyitottuk a kisérlete-
inket. Ez egyik ddnt8 forrasa lehet a"negativ eredmé-
nyekneky mivel Friser is az egyik kisérlet sorozata-
ban csak a mozaikos levelekben és a tilinet kialakuléa-
sa utdn egyetlen idSpontban /négy nap mulva/ tudott

Kimutatni jelentds gatlast /15/.

A novényi virusfertSzés egyik kiildnlegessége, hogy
nagyon lassu a lefolyésa; az RNS bakteriofagok egy
b6rés, az &llati RNS virusok 6-18 Orés fertszési cik-
luséaval szemben 3~10 napig tart /a protoplasztokban

is 24~72 6raj ahol a fertOzés szinkron és egy eiklu-
sos - 57/.

A szisztemikus fexzés hosszu ideje alatt tdbb folya-
matnak kell lezajlania, amit vazlatosan igy szemlél-
tethetnénk Nilsson~Tillgren és Oxelfelt adatai alap~
jan /39, 44/, /1. kovetkezd oldal/.

Mivel mindegyik lépés fliggvénye lehet a virus és a
gazda sokféle tulajdonsagainak, amig ezek pontos lefo-
lyasét nem ismerjiik, nagyon nehéz &altalé&nos meg&llapi-
tasokat tenni, fOképpen egy-egy kiragadt fazist ille-

t8en, ahogy mi a kisérleteinket végezni tudtuk.
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elsd
virus virus
kijutasa részecs-

virus
gyors szaporodas
virus vége
szapo-
rodés

virus az inokuléalt kék meg-

szaporodisa levélbdl jelenése

az inokulalt

levélben

. - -
0 2 4 8 nap

¢/ Minden esetben az elbzlekhez hozzdaddbdd komplikE&ld

faktor, hogy a kisérletek soran mindig heterogén sejt-

populécidé van jelen, amihek két fontos kihatésa van.

Egyrészt magat a virus szaporodast, annak kdvetkezmé-

nyeit, ddntlen megszabja, hogy a sejtek a fertlzé&skor

milyen idGsek, és a sejtciklus melyik faziséban vannak,

masrészt ezzel Osszefiiggésben nagy mértékben kildnbdz-

het az egészséges sejtek okozta héttér [amit nem tu-

dunk, hogy adott esetben mekkora/.

Fiatalabb leveleknél a mozaik szimptdéma joén létre, ami-

re a fertdzetlen sejtek éles elkilldniilése &s a kisebb



al

e/

- 53 -

mértékld virus hozam jellemzd, mig a viszonylag idé-
sebb levelekben "vein-clearing” alakul ki, amelynél

sokkal nagyobb mértékii a virusszaporodéas.

Nem lehet kiz&rni annak a lehetUségét, hogy az alta-
lunk haszn@lt virus tbrzs a sckszoros passzélas soran
mbdosult és éppen @z a sajatsdga valtozott meg, ami a
rRiiS~ek degradacidjaért felelds. Ez anndl is inkdabb
elképzelhetd, mert Fréser is lényeges kiildnbséget ta-
lalt az egyes tdrzsek viselkedésében; pl. a flavum
sokkal drasztikusabb hatéast valtott ki, mint a vulga-

re tdrzs.

Végezetil, utalnénk D.C. Reanhey k&zleményére [48/,
aki a ndvényi és allati virus rendszerek Osszehasonli-
tasakor érdekes mozzanatokra hivta fel a figyelmet.

A nbvényi virusok az &llatiakhoz képest sokkal ki-
sebb morfoldgiail varidcidkat képeznek, &s amig a ndvé-
nyi virusok 98 %-anédl egyes szdlu RNS a genetikai in-
formicié hordozdja, addig az allati virusok koziil sok-
ban dupla szalu DNS taldlhatd.

Valészinli, hogy ezek az eltérések a két gazda
szervezet alapvetfen més felépitésének a vetiiletei.

Az allati szervezetekben a kiildnféle sejtek, szdvetek,
szervek miik8désének a magas szintlli koordindcidja vald-
sul meg, a ndvényi szervezet viszont ilyen tekintetben

sokkal kezdetlegesebb; teljesen hianyzik bellle a moz-
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gés~ és idegrendszer, igy a kiilsd k8rnyezet valtoza-
saival szemben sokkal tehetetlenebb, é€s esetleg olyan
véltozasok is létre jOhetnek benniik, amik a sokkal ki~
finomultabbk regulédcidju allatokban letdlisak lennének.
A novényi virusok morfoldgiai egyszerilisége, szé-
les gazdaspektruma, szabad vandorlisa a sejtek kdzdtt
~ szembedllitva a novények kiszolgaltatottsigaval a
kiildd kbrnyezeti hatdsok valtozékonysidgénak [helyhez~
kotéttség, idegrendszer hidnya/ a sejtek kdzbtti kap-
csolat kezdetlegeséé gével, a gyorsan reagald geneti-
kai rendszer iranti szilikséggel - a ndvény széméra is
igen eldnyds kapcsolatoknak a lehetUségét veti fel.
Igy a ndvényi virusok olyan eszkdzt jelenthetnek a nd-
vények szdmara, amely révén a f&ldrajzilag rdgzitett
éldlényben eldnyds genetikai valtozasck johetnek lét-
re, és az egymdssal ivaros uton nem kereszteztdd fa-
jok kézdtt kedvezl "reguldcids informicidok" kicseré~
10dhetnek. Ez killdn8sen akkor lehet nagy jelentdségii,
ha a jovOben beigazoldédik, hogy a magasabb rendid,
eukariota szervezetekben az RNS-ek bizonyos tipusainak
jelentds szabalyozd funkcidja van.
Ilyen megkbzelités szellemében érthetfbb, miért sokkal
ritkdbb a névényi virusok okozta letdlis citoplazma-
tikus hatés, /aminek egyik biztos biokémiai jellemzo-

je lenne a rRNS szintézis leallasa/, és ha a fertbzés
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utédn mdédosul is a gazda anyagcseréje, ezeknek a val-
tozascknak a természete egészen mas sajatsagokat vi-
selhet, mint a virulens bakteriofagok és allati viru-

sok indukdlta vialtozésok a litikus fertdzés soran.

Usszefoglalva, az altalunk vizsgdlt két alapvetd bio-

kémial folyamatnak, /[nukledzok miikbdése, &€s a rRNS szin-
tézise/, a DMV fertlzés kdvetkeztében kialakuld véltoza-
8&rdl, a kOvetkezdt mondhatjuk. Mig a fokozott nukleaz

aktivitas valdban kisérdje a DMV fertOzésnek, azt vald-

szinlileg a fertGzéssel, és a 1lézid kifejlbdésével jard
sejtkarosodas valtja ki.
Az rRNS szintézisnek a ledllaséat nekiink nem sikeriilt ki-

mutatnunk. Figyelembevéve a kisérleti rendszer sajatségail
altal okozott mbédszertani nehézségeket, amelyek kiildn-
bb25 megfigyelések forrésai lehetnek, valamint a ndvényi
virusok szaporodasénak elméletileg vaérhatd kévetkezmé-~
nyeit, arra kdvetkeztethetlink, hogy a rRNS szintézis gat-
lésa nem lehet egyik d8ntd és korai kivdltdéja a gazda~-

~anyagcsere fertOzés utdni mdédosulésénak.,
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